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Immunochemical　Characterization　of　Rat　T　Lymphocyte　Antigens
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　　　　　Rat　thymus　and　T　cell－surface　antigens　were　analyzed　using　one一一and　two－dimensional　poly－
acrylamide　gel　electrophoresis（PAGE）．　For　this　purpose，　cell－surface　glycoproteins　of　rat　lympho－
cytes　were　radiolabeled　with　1251　by　lactoperoxidase，　purified　on　a　Lentil　lectin－coupled　Sepharose　4B
column，　and　were　reacted　with　anti－rat　T　lymphocyte　xenoantiserum（ATLS）．　When　l2511abeled
glycoproteins　of　rat　thymus　and　T　cells　were　imln岨oprecipitated　with　unabsorbed　ATLS　and　analyz－
ed　by　one－dimensional　SDS－PAGE，　a　number　of　antigenic　components　with　different　molecular
weights（M．　W．）were　found　on　these　cells．　Thus，　these　components　comprised　glycoproteins　with
M．W．　of　150K．130K，94K，90K，75K，67K，62K，57K，55K，50K，45K，43K　and　30K　daltons，　respecti－
vely．　Among　these　components，90K（T90），67K（T67），62K（T62）and　43K（T43）M．　W．　glycopro－
teins　appeared　speci丘。　for　rat　thymus　and　T　cells，　because　these　components　could　be　found　on　rat
thymus　and　T　cells　as　well　as　on　thymoma　cells．　but　not　on　rat　bone　marrow　and　leukemic　B　cells
（KNL－14）．　Absorption　studies　demonstrated　that　these　antigenic　components　did　not　e．xist　in　non
－1ymphoid　tissues，　including　rat　brain，］iver，　kidney　and飾rosar．coma　cells（KMT一ユ7）、　Two　dimen－
sional　PAGE　analysi．s　of　these　rat　T　cell－specific　glycoproteins　clearly　showed　that，　while　T67　and
T62，　the　Iatter　being　found　in　some　preparations　of　rat　T　cell　glycoproteins，　exhib．ited　marked
charge　heterogeneity　with　pI　between　5．8　and　7．5，　T90　and　T43　were　identified　as　acidic　glycoproteins
with　pl　of　5．7　and　5．5，　respectively．　The　anti－rat　Tcell　serum（ATLS）used　in　this　study　was　also
cross－reactive　with　mouse　thymus　and　T　cells，　from　which　the　antiserum　immunoprecipitated　cell
－surface　glycoproteins　similar　to．　found　on　rat　thymus　and．T　cells．　These　data　clearly　suggest　that
rat　thylnus　and　T　cells　possess　a　complex　antigenic　make－up　on　their　cell　surfaces，　comparable　to
that　of　murine　T　cellS　with　a　variety　of　Ly　antigen　systems．
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1　緒 言
　マウス，ヒトにおい．ては免疫担当細胞の表面marker
の解析がすすみ，T・B細胞の区．別に役立つmarkerの
みならずT細胞亜群を識別する抗原系も明らか．にされ
ておりT細胞機能との．関連も詳細に検討されているi印3）
これに比べて，主要実験動物として最も頻用されるラッ
トのT細胞表面抗原に関する検索は十分ではなく，マ
ウス，ヒトにおける様なTL，　Ly抗原系に相当するT
細胞markerですらまだ報．告をみない．このことはラッ
トを用いたりンパ球．の発生，分化や免疫学的研．究の大
きな障害となっている．
　著者らは，ラット末梢T．細胞を家兎に免疫して得た
抗うットT細胞血清（Anti－rat　T　lymphocyte
serum　l　ATLS）を用いてラットT細胞表面上の異
種抗原の免．疫化学的解析を行ない，いままで報告をみ
ない新しい抗原系を同定した．さらに，ATLSのマウ．
スリソパ球．との．交叉性を利用し．て，マウスリソ．パ球抗
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原系との対応を検討したので報告する．
2・1　実験動物
2　実験方法
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　週齢8～12週の近交系Wistar－King－Aptekman
（WKA）ラットとWistar系ラットの雌i雄iを用いた．胸
腺腫を高率に自然発生するBuffalo／Mna系ラット4）（生
後18ケ月）は愛知がんセンター研究所の松山睦司博士
より供与された．マウスはAKR系マウス8～12週齢の
雌雄を用いた．
2・2　抗　血　清
　2・2・1抗うット丁細胞血清（ATLS）
　WKAラットの翠煙膜リンパ節から，　Julius　et　al『》の
方法に従ってnylon丘berカラムにより精製したT細胞
（1×107）をNew　Zeeland　White（NZW）ウサギに1
週間隔で7回以上，intravenous（i．　v．）免疫して作
成した～6）採血後，血清を56℃，30分で非働化し，一
80℃で保存した．抗血清の吸収は，2倍稀釈した血清を
赤血球KMT－17（メチルコラントレソ誘発線維肉腫，
北大第1病理より供与），KNL－14（NBU誘発B細胞
性白血病，S－IgM＋，　Thy－1＋，　Ia＋，北大癌研病理よ
り供与）により各々あるいはserial　absorptionを行な
い実験に用いた．
　2・2・2　抗うット胸腺血清
　WKAラットの胸腺細胞2×108をFreund　complete
adjuvantとともに2週間隔で2回，　NZWウサギの皮
下に注射し，2週後生理食塩水に浮遊させた同数の細胞
で皮下に追加免疫して作成した．
　2・2・3抗Thy－1血清
　Barclay　et　a16〕の方法に準じてラット脳Thy－1
glycoproteinsを部分精製し，　NZWウサギに400μ9の
糖蛋白で2週間毎7回免疫して作成した．この抗血清
・の特異性に関しては既に報告している押
　2・2・4抗la血清
　ウサギ抗ヒトB細胞血清（HBSツの交叉反応性を用
いてラットIa様抗原を検出した．
　2・2・5抗W3／13抗体
　抗W3／13抗体はsela－1ab社の製品を用いた．抗
W3／13抗体はWilliams　et　al．1％こより作成された単ク
ローン性抗体で，T細胞，プラーク形成細胞，骨髄の
myeloid　cellと反応し，脳に吸収活性があり，分子量
95，000の胸腺細腺細胞上の糖蛋白を検出することが報
告されている｝1）
　2・2・6抗うットIgM血清
　抗うットIgM12）血清はウサギ赤血球に対するラット
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IgM抗体をウサギに免疫して作成した．ウサギ赤血球
1×108をラットにi．p．（intraperitoneal）し，3日後に
採血し，56℃，30分間四脚化する．この時，赤血球凝
集反応で抗赤血球抗体の抗体価を2－mercaptoethanol
存在及び非存在下で測定しIgM抗体が優勢に存在する
ことを確認した．
　Sephadex　G－200ゲル濾過により且rst　peakを採取
しIgM分画とした．この抗赤血球IgM抗体とウサギ赤
血球ペレット0．1規Zを4DC，30分間反応させ，　PBS
で洗浄後，Freund　complete　adjuvantとともに
NZWウサギ皮下に1週間隔7回免疫して作成した．血
清の特異性はラット全血清との免疫電気泳動でIgMと
沈降線を形成することにより確認した．IgGとも一部沈
降線を形成するが主にL鎖の交叉反応性によるもので
ある．
2・3　細胞浮遊液
　胸腺，リンパ節，脾臓はハサミで小片に細切し，こ
れを2枚のスライドグラス間にはさんですりつぶした
後，200mesh　stainless　steel　screenを通した．骨髄
細胞は両側大腿骨両端を切断し，21gageの注射針を
用いPBSで細胞を骨髄腔から流し出し，上記screen
を通した．死細胞や赤血球は，Ficoll－Conray（d＝
1．090）比重遠沈法によって除去した．PBSで3回洗浄
し一定の細胞数に調整してPBS又はRPMI　1640培養
液に浮遊した．
2・4　吸収試験
　ATLSと反応する抗原の組織分布をみるために，各
種臓器（脳，肝，腎）のホモジュネートを作成し，
packed　volumeで1：1の吸収を4℃，1時間行った．
リソバ造血系組織（胸腺，リンパ節，脾，骨髄）での
吸収はpacked　volume　1：1（抗血清1：1×109細胞）
の細胞での同様の吸収を行ない実験に用いた．
2・5　細胞表面蛋白の1251による標識
　Lactoperoxidase（LPO）法を用いた．方法の詳細
は既報13）の通りであるが，要約すると以下の様になる．
5－20×107／m1の細胞浮遊液に100μ」のLPO（2mg／
m♂，Sigma社）と1mCiのNa1251を加え，さらに
0 03％H202を加え混合する．4分毎に100μ1のH202
を加え計4回，16分間27℃で反応させる．冷PBSを
加え250G，10分間遠沈し，さらに50　m1のPBSで洗
浄後可溶化に供した．
2・6細胞表面のNeuraminidase処理
　細胞表面のNeuraminidase処理は，　Hoessli　et
aLI4）方法に従い行った．即ち，108個の細胞を2mZの
Tris－HCI　buffer（0．01　MCaC12，　pH　6．0）に浮遊さ
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せ，これにneuraminidase（Vibriocholerae　Boehrin－
ger社）0．1単位を加え，37℃，60分間反応させPBS
で2回洗浄後，放射性ヨード標識を行った．
2・7　細胞表面抗原の可溶化と糖蛋白への精製
　標識膜抗原の可溶化にはnon－ionic　detergentの
Lubrol－PXを用いた．1251標識細胞のペレットに2％
Lubro1－PXを含むPBSを加え，4℃，1時間反応させ
た後，4000G，15分間遠沈した上清をミリポアフィル
ターで濾過した．これをレンチルレクチン（LcH）結
合Sepharose　4Bカラム（Pharmacia社）にapPlyし，
結合分画を得た後，0．2％Lubrol－PXを含むPBSに
透析したものを糖蛋白抗原lysateとして用いた．
2・8　Radioimmunoprecipitation（RIP）
　抗原の抗体による精製を行うためにRIPという方法
を用いた｝3）10～20万cpmの標識糖蛋白抗原と2倍稀
釈のATLS　50μZを混合して，37℃1時間又はさらに4．
C，20時間反応させsoluble　immune　complexを形成
させ，さらに10％Staphylococcus　aureus　Cowan　I
（The　Enzyme　Center　Inc．）を300μ1を加之，37℃，
1時間作用させ沈降反応を行わせた．沈降物を0．2％
Lubro1－PXの入ったPBSで3回，4000　rpm，15分間
遠沈して洗浄した．
　バクテリアに結合した抗原抗体複合物の解離のため
にsample　bufferを用いた．　SDS－PAGE用には5％
2－mercaptoethanol，2％SDSを含んだ50　mM　Tris
－HCI　bufferを100μ」加え，100℃，4分間煮沸した．
等電点電気泳動用には，0．2％Nonidet　P－40，5％
2－mercaptoethano1，2％pH　5－8　Pharmalyte，4％
pH　3－10　Pharmalyteを含んだ9．5M尿素溶液の
sample　bufferを用いた．
2・9　SDS－polyacrylamide　slab　gel　electrophore－
　　sis（SDS－PAGE）
　SDS－PAGEは10％polyacrylamide　gel，0．1％
SDSの存在下で行った｝5）泳動後の放射活性の検出は
オートラジオグラフィーによった．ゲルの固定．染色
は0．025％Comassie　brilliant　blue　R－250，45．4％
methano1，9％glacial　acetic　acid混合溶液で室温で
2Q時間行い，脱色後濾紙の上で乾燥させたゲルをX線
フィルム　（Kodak　RP　Royal　X－Omat　mm）と
Cronex　calcium　tangstane　intensifying　screen
（Dupont）の間にはさみ，フィルムカセットに入れて一
70℃，3日～14日間霧出した，
　標準蛋白はphoshorylase　b（分子量94，000＝94　K
；kilo　daltons），　bovine　serum　albumin（67k），
ovalbumin（43k）carbonic　anhydrase（30k），
trlpsln　in ibitor（20K）．α一lactalbumin（14K）を
用いた．
2・10　2－dimellsinal　polyacrylamide　gel　electro－
　　　phoresis（2D－PAGE）
　2D－PAGEは0’Farrellの時法16）を多少改変して行っ
た．我々の実験系では9．2Murea，2％Nonidet　P
－40，2％Ampho1量nesの代わりに8M　urea，0．2％
Nonidet　P－40，6．1％Pharmalyte（pH3－10；4％，
pH8－10．5：1．6％，　pH2．5－5：0．1％，　pH5－8＝0．4％）　を
含んだtube　gelにて等電点電気泳動（Isoelectric
Focusing：IEF）を行った．2次元目は10％Poly－
acrylamide　slab　gelにてSDS－PAGEを行った．
3　成 績
3・1　胸腺・T細胞表面糖蛋白抗原の全構成
　3・1・1SDS－PAGEによる解析
　未吸収ATLSと胸腺・T細胞及びB白血病細胞
KNL－14の’251標識膜糖蛋白Iysateとの免疫沈降物を
SDS－PAGEで分析した．
　胸腺（Fig．1A），　T細胞（Fig．1B）丁丁蛋白でATLS
と反応する抗原はSDS－PAGEによる解析で，標準蛋白
との相対的挙動度から算出した分子量150K，130　K，
94K，90K，75K，45K，43K，30K，の部分に明
瞭なバンドを形成した．また分子量67K－50　Kにまた
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Fig．1　1rnmunoprecipitation　and　the　SDS－PAGE
　　　analysis　of　ATLS　reacted　with　12511abeled
　　　ce11－surface　glycoproteins　from　thymus（A），　T
　　　（B）and正eukemic　KNL－14（C）cells．　SDS－PAGE
　　　profi工iles　of　glycoprotein　antigens　of　KNL－14
　　　cells　lmmumQpretipitated　by　anti－IgM（D）and
　　　anti－Ia（E）antiSerUm．
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がり広く薄いバンドが観察されたが，デソシトグラム
による抗原量の相対的表示（Fig．2）から，かなりの抗
原量があることが判明した．
　未吸収ATLSとKNL－14との反応ではMW　150　K
以上94K，80K，75K，45K，30K前後，27Kにバ
ンドが形成された（Fig．1C）。　MW　80　K，30　K前後，
27Kのバンドは胸腺，　T細胞に検出されずKNL－14細
胞上に検出された．この3本の逆説的なバンドは，KNL
－14と抗うットIgM血清（Fig．1D），抗Ia血清（Fig．
1E）との免疫沈降物の比較から，各々MW　80　K，27　K
は，IgMのH鎖とL鎖，30　K前後は卑抗原であるこ
とが示唆された．これはB細胞の混じる可能性のない
胸腺では全く認められず（Fig．1A），　T細胞分画にはご
く少量認められる（Fig．1B）ことから，免疫源のT細
胞に少数混じったB細胞の抗原性の高い成分に対して
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Fig．2　The　densitometric　pattern　of　the　SDS－PAGE
　　　　analysis　of　ATLS　reacted　with　l251－labeled
　　　　cell　surface　glycoproteins　from　thymocytes．
も抗体が作られたことが示唆された．
　また，MW　94　K，75　K，45　Kは胸腺・T細胞・KNL
－14の三者に共通して存在していた．
　これらの結果から，胸腺・T細胞に存在し，B白血
病細胞に存在しないT細胞系抗原（T－lineage　cell
antigen）またはT細胞特異抗原の候補者は，　MW
130K，90K，67－50K，43K，30Kの抗原である．
　3・1・22D－PAGEによる解析
　未吸収ATLSと1251標識胸腺細胞膜糖蛋白の免疫沈
降物をIEFと10％SDS－PAGEを組み合わせた2D
－PAGEにより解析した（Fig．3）．
　この方法は抗原分子を等電点と分子量の2つの因子
により分離するもので，より分解能を高めることがで
きた．即ち，SDS－PAGEにより67　K：一50　Kにまたがる
広くて薄いバンドの部分は2D－PAGEにより分子量，
等電点の異なる67K，62　K，57　K，55　K，50　Kの5
つの蛋白が含まれていた（Table．1）．
　胸腺細胞についてノイラミニダーゼ処理による等電
点の変動を検討した（Fig．4）．ノイラミニダーゼによ
り糖鎖末端のシアル酸を除いてやると特に67Kの
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Fig．3　Two－dimensional　PAGE　profiles　of　antigens
　　　　immunoprecipitated　by　unabsorbed　ATLS
　　　　from　I251－labeled　thymus　cell　surface　glycop－
　　　　roteins．　The丘rst　dimension　separations
　　　　were　by　IEF（the　acidic　side　is　on　the　right
　　 and　the　basic　side　is　on　the　left）．　The
　　 　second　dimension　separation　was　by　SDS
　　　 －PAGE　on　lO％gels（from　top　to　bottom）．
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charge　heterogeneity示す・ミンドがアルカリ側に移動
し，糖鎖末端のsialylationが示唆された．
3・2胸腺，丁細胞特異抗原の同定
　3・2・1　Serial　absorption　study
ATLSを赤血球，　KNL－14　B白血病細胞，　KMT
Table　l　α」1　s％吻。召9砂60ργo’6珈ooηs’伽θ窺s〔～プηz’
　　　　’勿〃zκs，Tαη6　B♂θ擁ε隅ノ66〃sゴ隅窺襯。・
　　　　ρ㎎の吻セ4癬漉！17ZS召η48166〃。帥oz8sα♂
　　　　勿エー侃62イ）R4　GE
　　　　Apparent
Band　　mol．　wt．
　　　　　×10－3
Thy T KNL　14
1
2
3
4
5
6＊
7＊
8＊
9＊
10＊
11
12
13
150
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94
90
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67
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43
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±＊＊
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十
十
十＊＊
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一17線維肉腫により単独あるいは順次吸収を行い，胸腺
細胞上の糖蛋白抗原のT細胞特異性を検討した．
　赤血球のみ1：1吸収ではMW　75　Kのバンドのみが
吸収された（Fig．5－2）．
赤血球とKNL－14の吸収ではさらに94　K，30　Kの
バンドが減弱した（Fig．5－3）．30　KはKMT－17単独
でも吸収された．
　赤血球，KNL－14，　KMT－17連続吸収でのATLS
は胸腺模糖蛋白との反応ではMW　150　K，130　Kのバ
ンドが減弱し，90K，67K，43Kが残り，150Kもわ
ずかに残った．KNL－14細胞とはまだ150　Kのバンド
が形成された（Fig．5－4．5）．
　この結果，胸腺・T細胞に存在し，KNL－14細胞に
存在しないT細胞特異性な抗原バンドはMW　90　K，67
K，43Kの易動度を示した．
　この段階の吸収ATLSと胸腺膜糖蛋白との反応を2
D－PAGEで解析した（Fig．6）．等電点6付近に130　K
（T130），90K（T90）が同定でき，67K（T67）は
非常に幅広い等電点を示し，この場合さらに同じ等電
点を有する62Kの亜抗原を伴っている．62　Kのバンド
の出現は胸腺1251標識標品の違いによるもので，Fig．4
では認められていない．43K（T　43）も認められた．未
吸収ATLSの2D－PAGEでの解析の結果と合わせると
T細胞表面抗原のMW，等電点pI，ノイラミソ感受性
などはTable．2のようになる．
φ
　　F　　　　　．
墾．
・面面
Fig．4
　　懇一　．ゴ　鞠凶漁　．1嚇．・．　㈱
Two　dilnensional　PAGE　pro丘1es　of　rat　thyrnocytes　glycoproteins　reacted　with
unabsorbed　ATLS，　that　had　been　treated（N十）and　non－treated（N一）with
neuramfnidase．
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　3・2・2T細胞抗原の組織分布
　脳，肝，腎のホモジェネートにより1：1吸収，胸腺，
リンパ節，脾，骨髄の細胞（packed　volume　1：1）で
の吸収を行．ない，各抗原バンドの分布を検討した。
　脳，肝，腎の実質臓器による吸収では75Kのバンド
のみ吸収され，他のバンドは吸収されなかった（Fig．7
－1．2．3）．
　リンパ造血系組織での吸収では全臓器に全てのバン
94口…
67一
14－1’
Fig．5
1
る
2 　　3
1　響胴・．・
ξ
静」
ロ←　．
4
φ
｝帝．9
●の　ψ
5
ドの吸収活性が認められた．骨髄は相対的に吸収活性
は低かったが，高分子量のバンドの吸収活性は比較的
高かった（Fig．7－5．6．7．8）．この結果，これらの抗原
が細胞表面に存在することが再確認され，リンパ造血
系臓器に広く存在することが明らかになった．
3・3　胸腺腫におけるT細胞抗原の発現
　胸腺腫自然発生重症筋無力症ラットの胸腺腫細胞に
おけるATLS反応抗原の発現をRIP法により検討し
＝：簾　　、
膚
㍉
、　　噸．　　・し．
．「．F
．麟．
一
SDS－PAGE　pro丘les　of　antigens　immunoprec－
ipitated　by　unabsorbed　ATLS（1）and　by
absorbed　ATLS　with　red　cells　only（2），　red
cells　and　KNL－14　ce11S（3）and　with　red
㏄11s，　KNL－14　and　KMT一ユ7　ce1工s（4）．　ATLS
absorbed　with　red　cell　and　KNL－14　and
KMT－17　cells　does　not　form　signi丘cant
immunoprecipitates　from　the　KNL－14　cells
（5）．
．圃噸賜財噸
　　嚇二
．櫓鱗
綿。
二961，層擁
43
へ
Fig．6　Two　dimensional－PAGE　pro丘les　of　thylno－
　　　 cyte　glycoproteins　immunoprecipitated　by
　 　　ATLS　absorbed　with　red　cells，　B　leukemic
　　　　cells（KNL－14）and　fibrosarcoma　cells（5）．
Table　2S％廊669砂00カ70’θ勿S餌醜γ召纏α1砂6砂γ6∬¢ゴ0η雇’勿窺0碗θ∫α麗7’1y窺加06惚S
4頃ηα」勿4π∫
Designationa｝Radioiodonation　Radioiodonation　on　Radioiodination　on　　　Charge　　　Neurarninidaseon　thymocytes　　　T　Iymphocytes　　　Bleukemic　cells　　h6terogeneity　　sensitivity
T130
T　90
T　67
T　43
T　30Cl
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
土b）
d｝
十
±
十
十
a）
b）
c）
d）
Tmeans　that　antigens　express　oロT－lineage　cells，　but　not　speci丘。　for　T　lymphocytes．
IeSSer　alnQUntS．
T30　is　expressed　on　IくMT－17丘brosarcoma　cells．
T30　is　not　iodinated　on　KNL－14，　but　can　be　absorbed　with　KNレ14．
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Fig．7　AbsorptiQn　study＝SDS－PAGE　profiles　of　thymocyte　glycoproteins
　　　　immunoprecipitated　by　ATLS　which　absorbed　with　brain（1），1iver（2），
　　　　kidney（3），亡hymus（5），1ymph　nodes（6），　spleen（7），　bone　Inarrow（8）and
unabSorbed（4）．
た．Fig．8に示すように正常胸腺と同じバンドが検出さ
れ特定のバンドの欠損はみられなかったが，MW　67　K
の抗原が強く発現されていた．これは赤血球，KNL－14
吸収ATLSを用いると，より明らかである（Fig．8
－2B）．
3・4　マウス胸腺細胞との交叉性
　ATLSはマウスリンパ球と交叉反応性を示すが，そ
の交叉抗原の化学的性状を検討した．1251標識マウス胸
腺細胞膜糖蛋白lysateと赤血球吸収後のATLSを用
いてRIP法を行った．　Fig．9に示すように，ラット胸
腺のMW　150　K，130　Kのバンドに対応して，分子量
130K－170　Kの広いバンドが検出され，他にMW　94　K，
90K，70　K，45　K，30　Kのバンドが検出された．特に
MW　90　Kは放射活性が強く検出され，抗原量の多さあ
るいは標識のされ易さが示唆された．また，ラットで
は組織適合抗原のheavy　chain（45　K）のすぐ下に検
出されたMW　43　KのバンドはAKRマウスには検出
されなかった．ラット67Kのバンドは2D－PAGEに
よれば著明なcharge　heterogeneityを示すが，マウス
ではやや分子量の大きい70Kのバンドが2D－PAGEで
charge　heterogeneityを示し（Fig．10），両者の抗原
性，charge，分子量，　LCH結合能の類似性が示唆さ
れた．
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Fig．8　SDS－PAGE　profiles　of　antigens　ilnmunopre－
　　　　chpitated　by　ATLS　from　l251－labeled　thymus
　　　　（A）and　thymorna（B）cell　surface　qlycoprQ－
　　　　teins．　ATLS　absorbed　with　red　cells（1）and
　　　　sequential　red　cells　and　KNレ14　cells（2）．
3・5既知抗原との比較
　ラットリンパ球分化抗原のうち抗原の化学的性伏の
明らかにされているThy－1抗原，　W　3／13抗原と
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ATLSの認識する抗原との異同を検討した．
　3・5・1Thy－1抗原とT－30
　ラットThy－1抗原は分子量27，000の糖蛋白で，胸
腺皮質細胞と骨髄細胞の一部に発現し｝7）末梢のリンパ
節細胞にはほとんど発現されていないi8）ATLSの認識
するMW　30　Kの糖蛋白は，胸腺，末梢T細胞の両者
　　F㎎　　四mr　．．｝一．“……
　　1．　・．㎜
　　｝：
　から検出され組織分布は異なるが分子：量が近似してい
　る。抗胸腺血清と抗うットThy－1血清を用い，胸腺及
　びT細胞の1251標識膜糖蛋白lysateとの免疫直面物を
　SDS－PAGEで解析し，両者の異同を検討した（Fig．
11）．胸腺からは抗Thy－1血清でMW　27　Kのピーク
が，抗胸腺血清ではMW　30　Kと27　Kの近接したピー
’Ψ　　…凹 ｵ。嚇s喧．．．
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Fig．9．　SDS－PAGE　profiles　of　ATLS　showing　cross－reactive
　　　antigens　from　rat　and　mouse　thymocytes．　ATLS
　　　immunoprecipitated　almost　the　same　MW　components
　　　from　1251－labeled　rat　and　mouse　thymocytes　glycopro－
　　　teins，　except　for　T43．
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Fig．10　Two　dimensional　SDS－PAGE　pro負lesof
　　　　antigens　immunoprecipitated　by　ATLS
　　　　frQm　L251－labeled　mQuse　ce11－surface　glycop－
　　　　roteins．　MW　70K　components　exhibited
　　　　marked　charge　heterogeneity．
クが検出される．末梢T細胞からは抗Thy－1血清で
MW　27　Kのピークは検出できず，抗胸腺血清では
MW　30　Kのピークのみが検出された．　T　30は脳でも
吸収されない（Fig．7－1）．以上よりThy－1抗原とT30
は分子量も組織分布も異なる抗原であることが明らか
である．
　3・5・1W3／13抗原とT90
　W3／13抗原はWilliams　et　al．lo）により報告されたT
細胞，プラーク形成細胞（lg産生細胞），骨髄の
myeloid　cell，脳に存在する分子量95，000のLcH結
合能を示さない糖蛋白であるil）T90と分子量が近似し
ている．抗W3／13抗体と我々の用いた1251標識胸腺細
胞膜糖蛋白lysateとの反応では，　LcH非結合分画（U）に
のみMW　95　Kのバンドが検出され，　LcH結合分画（B）
には検出されない（Fig．12）．またT90は脳に吸収活
性が存在しない（Fig．7－2）．以上よりT90はその分布，
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Fig．11Anti　W3／13　antibody　recognize　MW　95K　components　from　1251－labeled　rat　tymocytes
antigens：LcH　unbound（U）and　bound（B）fractions．
LcH結合能からW3／13抗原と異なると結論された．
4　考 察
4・1　ラットT細胞抗原
　ラットリンパ球分化抗原については，近年Williams
et　aL’0｝により単クローン抗体を用いた解析が行なわれ
ており，T細胞系と反応する抗体もいくつか報告され
ている11・19階21）（Table　3）．白血球共通抗原（L－C抗
原）11’19）は胸腺細胞の95％以上，骨髄細胞，末梢リンパ
球，マクロファージに存在する分子量
150，000～200，000の範囲の複雑な抗原群である．W3／
13抗原は前述したような抗原である．またW3／2510）
MRC　OX821）抗体はそれぞれヘルパー，サプレッサーT
細胞亜群に発現されているが，両老の化学的性状はま
だわかっていない。しかし，マウス，ヒトにおけるTL，
Ly抗原系に相当するT細胞markerは報告されていな
し・．
　一方，異種抗血清やアロ血清を用いたT細胞抗原に
関する研究は以前より多く行われている。抗Thy－1血
清押抗ラット胸腺髄質細胞血鷹2｝抗うット胸管リンパ
球血清23）などが作成された．しかし，Thy－1抗原を除
いてはその化学的性状は検索されておらず，抗原分子
としての同定はなされていない．アロ抗原では，A．　R．
T－1，A．　R　T－2，　RT－Ly－1，　R．　T－Ly－2抗原な
ど24）25）が報告されているが，A．　R．　T－1，　RT－Ly－1抗
原がL－C抗原と同じ化学的性状を有することがわかっ
ているだけである．このうち胸腺皮質から髄質へのT
細胞の分化に従って抗原量が増し，末梢T細胞に強く
発現する抗原はIshii　et　al．26〕の報告をみるのみである．
この抗原は，マウス，ヒトのLy－1抗原に相当する
general　T　cell　markerとなりうるT細胞抗原とみら
れている．他の報告と異なる点は，nylon　woolカラ
ム通過の末梢T細胞を免疫源にしていることである．本
研究では，同様の免疫源T細胞を過免疫して作成した
血清により，胸腺，T細胞膜糖蛋白抗原の全構成を明
らかにし，T細胞系抗原すなわちT細胞特異抗原の同
定を試みた．1251標識した胸腺，T細胞模糖蛋白lysate
と未吸収ATLSの免疫沈降物をSDS－PAGEと2D
－PAGEで分析した結果，表1に示すような13本のバ
ンドが検出された．これらの抗原は組織分布からおよ
そ次の3群に分類された．
　1）　白血球共通抗原：150K，130　K，94　K
　2）非造血系組織にも存在する抗原：75K，45K，
30K（T　30）
　3）T細胞特異抗原：90K（TgO），67K（T67），
43K（T43）
　MW　150　K，130　Kの抗原はT，　B細胞系のどちら
にも存在し，量的にT細胞系により多く検出され・B
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Fig．12　The　densitometric　pattern　of　SDS－PAGE
　　　　analysis　Gf　anti－thymQcyte　and　anti－Thy－1
　　　　antiserum　reacted　with　l251－labeled　cell
　　　　－surface　glycoproteins　from　thymus　and
　　　　peripheral　T　cells．　T30　exist　on　thymus
　　　　and　T　cells，　but　Thy－1　existed　on　thymus
　　　　cells　only．
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細胞系ではやや分子量が大きくなる特徴がある．これ
ら高分子量の抗原はmultiple　componentsからなり，
抗原群とでもいうべき幅広い分子量を呈している．
Standring　et　a1｝1》Sunderland　et　aL19）の報告したL
－C抗原と同様で，Trowbridge　et　aL27）28）のマウス
T200抗原すなわちLy－5抗原と相同の抗原である．
　非造血系組織にも存在する抗原のうち，MW　45　Kの
抗原はラット主要組織適合抗原（RT－1）のheavy
chainと考えられた．　MW　75　Kの抗原はリンパ造血系
組織（胸腺，リンパ節，脾，骨髄）以外に，赤血球，脳，
肝，腎に広く分布する抗原であったMW　30　Kの抗原
（T30）は胸腺，　T細胞系に標識抗原がRIP法で証明さ
れるが，KNL－14，　KMT－17細胞にはRIP法で証明し
えなかった．しかし，吸収試験ではKNL－14，　KMT
－17に吸収活性が認められ，量的に少ないか1251標識さ
れにくいことが示唆された．厳密にはより感度の良い
方法を用いた研究が必要と考えられた．T30はThy－1
抗原と異なり胸腺のみならず，末梢T細胞にも認めら
れるpI　5．9－6．4の糖蛋白であった（Fig．11）．マウス胸
腺からもMW　30　Kの交叉抗原が検出され（Fig．9），
Ledbetter　and　Herzenberg．29）の報告したT30抗原の
homologueであると考えられるが，マウスT30の組織
分布は詳細に調べられておらず，その類似性について
充分検討することはできなかった．
　MWgOKの抗原（T90）は，胸腺，　T細胞に存在
し，B細胞系には存在しないT細胞抗原（T－1ineage
cell　antigen）またはT細胞特異原であった。　T　90は
分子量がW3／13抗原に近似し，その異同を検討した結
果，脳に吸収活性を認めないこと（Fig．7－1），　LcH結
合能の違い（Fig．12）から両者は異なる抗原であると
結論された．
　MW　67　Kの抗原（T　67）胸腺，　T細胞に存在し，　B
細胞に存在しないT細胞特異抗原である，その化学的
性状（MW，　charge，　LCH結合能）と組織分布の類似
性から，マウスおよびヒトLy－1抗原のラットhomo一
Table　3　〃。πo‘♂oηα」伽距60伽s’o雇ゴ励紹編励。ηση’忽6ηs
CIQne Antigen Cell　recognition
W3／13
W3／25
MRC　OX8
MRC　OX7
MRO　OX1
GP－95．000
P
P
Thy－1　（Thy－1．　l　in
mice）
Leukocyte　common
GP－150．000／200．000
Brain－granulocyte－T　lymphocyte，　pユaque　fomlers．
myelQid　cells　in　BM
Tcell　subset　with　helper　and　GVH　functions．
Tcell　subset　with　an　allogeneic　suppressor　function
Thy－Brain．　different　in　mouse　and　rat．
All　leukocytes．
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1ogueで2a30）あることが示唆された．また標識出品の違
いによっては分子量のやや小さいMW　62　K（T　62）の
成分を伴うことがあり（Fig．4．6．），2D－PAGEで同様
なcharge　heterogeneityを示し，　T　67と関達した抗
原であることが示唆された．同様の現象がヒトLy－1抗
原についても認められている書1）即ち抗Tqp　72血清は白
血病細胞からはMW　72　KのT72抗原を沈降させる
が，胸腺，T細胞からは時にT72の他にMW　65　Kの
T65抗原を沈降させるのである．このような現象を説
明する可能性を挙げてみる．
　第1にT62は実験過程でのT67の部分的崩壊産物
である可能性がある．第2にT62がT67のprecursor
である可能性がある．Lactoperoxidase法による表面
標識の際に一部内部標識がおこる可能性は否定できな
い．第3にEngleman　and　Levy32）の示唆したように
T67とT62は同じpolypeptideのglycosylationの違
いを反映しているのかもしれない．しかしT67とT62
は同じchargeを示し，同様のLcH結合能を有し類似
したglycosylationが示唆されている．第4にT67と
T62がmultigenic　or　multiallelic　systemの産物で
ある可能性もある．マウスLy－1抗原系では，　Ly－1．1
としy－1．2のアロタイプ間で分子量の違いは認められて
いないし，もしT67とT62が異なるアロタイプ抗原
性を担っているならWKAラットは両者についてキメ
ラであることになり，他の系統あるいは他の系統との
F、においてはどちらか一方しか発現されない筈である．
現在まで，著者らはそのような現象を観察しておらず，
否定的である．これらの可能性についてはさらに詳細
な検討が必要である．
　MW　43　K（T　43）の抗原もT細胞特異抗原で，末
梢T細胞ではRT－1抗原（45　K）により近接した易動
度を示している．マウス，ヒトではこのような抗原の
報告はみられない．
4・2　胸腺腫におけるT細胞抗原の発現
　正常胸腺においてATLSの検出する抗原が，胸腺腫
細胞においても脱落することなく検出された（Fig．8）．
また特にT67が濃いバンドとして検出され，ヒトT白
血病細胞におけるTgP　72抗原の強い発現との類似性が
認められ11）T67陽性細胞のclonal　expansion（腫瘍性
増生）が示唆された．しかし増生している細胞群の
clonalityについては単一特異性を示す抗体が得られて
初めて明らかにできるであろう．
4・3　マウス胸腺細胞との交叉性
　赤血球吸収ATLSと1251標識マウス胸腺細胞膜糖蛋
白lysateとの免疫沈降物をSDS－PAGEと2D－PAGE
により解析し，ラットーマウス交叉抗原の免疫化学性状
について検討した．
MW　150　K，130　Kのし－C抗原系に対応して，　MW
130K－170Kにまたがる広いバンドが検出され，他の抗
原についてもT43を除いては，ほぼ同じ分子量のバン
ドが対応した（Fig．9）．
　T67については，マウスでぼやや分子量が大きくMW
70Kの部分に対応するバンドが認められ，さらに2D
－PAGEの解析によりマウス70　Kもcharge　heteroge－
neityを右することが示された（Fig．10）．これはマウ
スLy－1抗原の報告されている性状30）と一致し，　ATLS
の交叉反応性でとらえたマウス70Kのバンドがマウス
Ly－1抗原であることが示唆された．すなわちラットT67
とマウスLy－1は化学的性状が類似し，同じ抗原決定基
を保有しているのである．マウスおよびヒトの抗原系
（Lyt－1，　Lyt－2，　Lyt－3とLeu－1，　Leu－2　a，　Leu－2
b）については，同じ抗原決定基は証明されていないが，
その化学的性状，組織分布，機能との関連のanalogy
が示されてお房α33）進化の過程で保存された抗原である
と考えられている．Ly－1抗原の進化の過程での保存は
ラット，マウス間においてより明らかである．近接し
た2つの種における相同抗原分子が同じ抗原決定基を
shareすることは，それらの分子間の構造の類似性を示
唆し，さらにはcodeする遣伝子の塩基配列のhomo－
logyをも示唆するものである．
　T43に関してはマウスに対応するバンドを認めず，進
化の過程で獲得した抗原である可能性がある．別な解
釈では，マウスはAKR系マウスのみ検索しており，
AKRマウスはTL，　Qa抗原系のアロタイプの発現が
silentである§4）T43はラットではアロ抗原性を証明し
えなかったが，AKR系マウスにおいてsilentなアロ抗
原のラットhomologueを認識している可能性も考えら
れる．
　さらに詳細な解析をするためにはmonospeci5cな抗
体を開発することが急務である．
5　結 論
　抗うットT細胞血清（ATLS）を用いて，ラット胸
腺，T細胞表面上の糖蛋白抗原の全構成を明らかにし，
T細胞特異抗原を同定した．
1）胸腺細胞から，SDS－PAGE，2D－PAGEにより
　MW　150　K，130　K，94　K，90　K，75　K，67　K，62
　K，57K，55K，50K，45K，．43K，30Kの計13
　本の糖蛋白抗原バンドが検出された．
2）　組織分布からおよそ次の3群に分類された．
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①白血球共通抗原：150K，130K，94K
　②　非造血系組織にも存在する抗原：75K．，45K，
　　　30K　（T30）．
③　胸腺，T細胞特異抗原はMW　90　K（T　90），
　　　67／62K（T67／62），43K（T43）であった．
3）特にT67は化学的性状（MW，　charge，　LcH結
　　合能），組織分布，マウスとの交叉性から，ラットLy
　　－1抗原であることが強く示唆された．
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